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Vorrichtung und Verfahren zur praparativen Elektrophorese 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Durchfiihrung der 
Membranelektrophorese mittels Mikro- oder Ultrafiltrationsmembranen. Dabei wird 
5 der elektroosmotische Fluss, der sich in den Membranporen ausbildet, durch Druck- 
iiberlagerung reduziert oder kompensiert. 

Der Einsatz der Elektrophorese als praparative Trenntechnik wird seit den 50er 
Jahren untersucht. 

,10 

Bei der kontinuierlichen Freifluss-Elektrophorese stromt eine Losung in eine 
Elektrophoresekammer ein und wird zwischen zwei Elektroden im elektrischen Feld 
separiert. Beim Austritt aus dem Elektrophoresemodul wird der Fltissigkeitsstrom in 
eine Vielzahl von Fraktionen aufgeteilt, die die zu trennenden Substanzen in unter- 

15 schiedlichen Konzentrationen enthalten. Obwohl diese Technik im LabormaBstab zu 
guten Selektivitaten fiihrt, ist eine MaBstabsvergroBerung nur in engen Grenzen 
moglich. Als Hauptproblem gilt die Erwarmung der Losung im elektrischen Feld 
sowie die daraus resiiltierenden Dispersionsphanomene wie etwa Warmekonvektion. 
Mit kommerziell erhaltlichen Freifluss-Elektrophorese-Geraten konnen Produktivi- 

20 taten von einigen Gramm Produkt pro Tag erzielt werden. 

Bei der Membranelektrophorese wirken semipermeable Membranen als Konvek- 
tionsbarrieren zwischen angrenzenden Kompartimenten, wobei mindestens eine ge- 
loste Komponente im elektrischen Feld von einem Kompartiment in ein anderes 
25 wandem kann. 

In ersten Veroffentlichungen wurden makroporose Membranen, zum Beispiel Filter- 
papier, eingesetzt. Diese Materialien haben jedoch eine Reihe von Nachteilen: Sie 
weisen keinerlei Selektivitat fiir die zu trennenden Substanzen auf (US-A-3 989 613, 
30 US-A-4 043 895) und haben dariiber hinaus oft nur eine geringe mechanische und 
chemische Stabilitat. Uberdies zeigen sie bereits bei Druckdifferenzen von weniger 
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als 1 kPa nicht zu vemachlassigende druckinduzierte Transmembranfliisse. Zeitlich 
Oder ortlich variable Druckdifferenzen zwischen einzelnen Kompartimenten fuhren 
somit zu einer Riickvemiischung xind einer Verminderung der Trennleistung. Dieser 
druckinduzierte Permeatfluss wurde von Gritzner durch Verschaltung mit Aus- 
5 gleichstanks verringert (US-A-4 043 895). Durch variable FuUstande regulieren sich 
die hydrostatischen Drucke in den beiden Stromungskanalen selbstandig auf den- 
selben Wert ein. 

Spatere Patente schlagen den Einsatz von Ultrafiltrationsmembranen vor, die eine 
^10 Selektivitat fiir Makromolekiile unterschiedlicher GroBe aufweisen. Die Trennleis- 
tung kann somit in der Theorie durch die Kombination der Selektivitatskriterien 
elektrophoretische Mobilitat und Membranruckhalt deutlich verbessert werden. Au- 
IJer Offenlegxingsschriften ohne Ausfuhrungs-Beispiel (DE 3 337 669 Al, DE 
3 626 953 Al) wurden Batch- Versuche im Milliliter-Mafistab veroffentlicht (US-A- 
15 6 270 672). 

In der Praxis wird beim Einsatz von Ultrafiltrationsmembranen jedoch eine sehr ge- 
ringe Produktivitat beobachtet. In den Membranporen bildet sich eine elektrische 
Doppelschicht aus, was im elektrischen Feld zur Induktion eines elektroosmotischen 
20 Flusses fuhrt, der die Trennkapazitat negativ geladenef Proteine drastisch reduziert 
(Galier et al., y. Membr, ScL 194 [2001] 117-133). 

1st eine Protein-Spezies unter Separationsbedingungen positiv geladen, so kann die 
Trennung unter umgekehrter Elektroden-Polaritat durchgefuhrt werden. In diesem 

25 Fall kann der elektroosmotische Fluss dem Proteintransport durch die Membran ent- 
gegengerichtet oder gleichgerichtet sein. Dementsprechend beobachtet man ein An- 
steigen bzw. ein Absinken des Fliissigkeitsstands im Diluat-Behalter. Wahrend im 
ersten Fall eine Verminderung der Produktivitat erfolgt, hat der zweite Fall eine Ver- 
ringerung der Trennleistvmg zur Folge, da Proteine mit niedriger Mobilitat, die im 

30 Diluat verbleiben soUen, konvektiv durch die Membran transportiert werden konnen. 
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Durch den Ausgleich hydrostatischer Druckunterschiede im Modul, wie etwa in 
US-A-4 043 895 beschrieben, konnen Flussigkeitsstrome durch die Separations- 
membranen also nicht ausgeglichen werden. 

Bine Alternative zum Einsatz poroser Ultra- und Mikrofiltrationsmembranen stellt 
die Verwendung von Gelmembranen dar. Dieses nichtporose Material bietet den 
Vorteil eines geringen elektroosmotischen Flusses. Die Selektivitat der Gelmembran 
fur Makromolekule kann durch den Grad der Polymer-Quervemetzung beeinflusst 
werden (vgl, US-A-4 243 507), 

Gelmembranen weisen jedoch auch eine Reihe von Nachteilen gegenuber porosen 
Membranen auf: 

Sie besitzen einen hohen Wiederstand im elektrischen Feld. Dies fiihrt zu einem 
hohen Energieeintrag und damit zu starker Warmeentwicklung im Modul. 

Gele wie Polyacrylamid besitzen eine schlechte pH-Stabilitat und lassen sich daher 
nicht wie herkommliche Ultra- und Mikrofiltrationsmembranen reinigen. Hieraus er- 
geben sich sehr hohe Kosten fur den Modulersatz, da die Reinigung bei Bearbeitung 
von Proteinen essentiell ist. 

Einerseits ist der Einsatz von Ultra- und Mikrofiltrationsmembranen fur die Mem- 
branelektrophorese bisher durch den elektroosmotischen Effekt limitiert. Anderer- 
seits konnen Gelmembranen zwar mit den genannten Nachteilen im Labormafistab 
eingesetzt werden, eine MaBstabsvergroBerung scheitert jedoch an zu hohen Mem- 
brankosten und Energieeintrag. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein verbessertes Membranelektrophorese- 
Verfahren unter Einsatz von Ultra- und Mikrofiltrationsmembranen zu entwickeln, 
das die hier genannten Nachteile nicht aufweist. 
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Aufgrund des elektroosmotischen Flusses, der sich in porosen Membranen axisbildet, 
war z.B. ein Einsatz im technischen MaBstab (>0,5 kg/h) bisher nicht moglich. 

Es wurde gefiinden, dass der elektroosmotische Fluss in den verwendeten Membra- 
nen und die daraus resultierenden Volumenanderungen durch Uberlagerung eines 
geregelten hydrostatischen Druckes kompensiert werden konnen. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Membranelektrophorese von gelos- 
ten Oder dispergierten Substanzen in elektrolythaltiger Losung unter Verwendung 
einer mindestens vierteiligen Trennkammer, die mindestens je einen Diluatraum, 
einen Konzentratraum, sowie einen Kathodenraum und einen Anodenraum mit 
Elektroden als Anode bzw. Kathode aufweist, wobei die einzelnen Raume durch po- 
rose Membranen, insbesondere Ultra- oder Mikrofiltrationsmembranen voneinander 
getrennt sind und die Elektroden von ElektrodenspuUosung umspiilt werden und das 
Diluat kontinuierlich durch den Diluatraum, bzw. das Konzentrat kontinuierlich 
durch den Konzentratraum gefuhrt werden, dadurch gekennzeichnet, dass mindestens 
eihe im Diluat geloste oder dispergierte Substanz mittels eines zwischen Anode und 
Kathode angelegten elektrischen Feldes elektrophoretisch vom Diluatraum zum 
Konzentratraum iiberfiihrt wird, wobei zwischen dem Diluatraum imd dem 
Konzentratraum eine Druckdifferenz von mindestens 3 kPa eingestellt wird. 

Bevorzugt ist ein Verfahren bei dem die Druckdifferenz zwischen Diluatraum und 
Konzentratzone so eingestellt wird, dass ein FlUssigkeitsstrom durch die Separa- 
tionsmembran, die Konzentratraum und Diluatraum voneinander trennt, im Wesent- 
lichen unterbunden wird. 

Bevorzugt wird das Verfahren in einer Trermkammer durchgefuhrt, die aus jeweils 
mehreren Diluatraumen und Konzentratraumen besteht, wobei die Diluatraume und 
Konzentratraume zwischen Anodenraum und Kathodenraum altemierend angeordnet 
sind, die durch Ultra- und/oder Mikrofiltrations-Membranen voneinander getrermt 
sind und parallel und/oder in Reihe verbunden betrieben werden. 
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Vorteilhafterweise werden in einer bevorzugten Ausfuhrung Diluatfliissigkeit, Kon- 
zentratflussigkeit und ElektrodenspuUosung oder einzelne dieser Losungen unabhan- 
gig voneinander temperiert, bevorzugt gekiihlt. 

Die porosen Membranen weisen insbesondere eine PorengroCe von 1 bis 1 000 nm 
auf. 

Bevorzugt basieren die Membranen auf einem oder mehreren der folgenden 
Werkstoffe: 

Celluloseester, Polyacrylnitril, Polyamid, Polyether, Polyethersulfon, Polypropylen, 
Polysulfon, Polyvinylalkohol, Polyvinylidenfluorid oder Aluminiumoxid, Silicium- 
oxid, Titanoxid, Zirkonoxid sowie Mischkeramiken aus den oben genannten Oxiden. 

Besonders bevorzugt ist ein Verfahren, bei dem Anodenraum und Kathodenraum 
unabhangig voneinander mit ElektrodenspuUosung durchspiilt werden. 

Die flir die Diluatlosung, die Konzentratlosung und ElektrodenspuUosung verwen- 
deten Elektrolyte enthalten bevorzugt eine Kombination aus schwachen Sauren und 
schwachen Basen, schwachen Sauren und starken Basen oder starken Sauren und 
schwachen Basen. 

Besonders bevorzugt enthalten die Elektrolyte eine oder mehrere der folgenden Ver- 
bindungen: 

Borsaure, Phosphorsaure, N-2-(Acetamido)-2-aminoethansulfonsaure, N-2-(Aceta- 
mido)iminodiessigsaure, Alanin, 2-Amino-2-methyl-l,3-propandiol, Ammoniak, 
N,N-Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsaure, N,N-Bis(2-hydroxyethyl)glycin, 
2,2-Bis(hydroxyethyl)-iminotris(hydroxymethyl)methan, 2-(Cyclohexyla- 
mino)ethansulfonsaure, Essigsaure, Glycin, Glycylglycin, 2-[4-(2-Hydroxyethyl)l- 
piperazinyl]ethansulfonsaure, 3-[4-(2-Hydroxyethyl) 1 -piperazinyl]propansulfon- 
saure, Histidin, Imidazol, Milchsaure, 2-Morpholinoethansulfonsaure, 2-Morpho- 
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linopropansulfonsaure, Piperazin- 1 ,4-bis(2-ethansulfonsaure), N- [Tris(hydroxy- 
methyl)-methyl]-2-aminoethansulfonsaure, N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]glycin, 
Triethanolamin, Tris(hydroxymethyl)ammomethan, Zitronensaure. 

Die Stromdichte bezogen auf die Membranflache betragt bevorzugt 10 bis 
1000 A/m2, insbesondere 10 bis 250 A/m^, 

Die Leitfahigkeit der Diluatlosung betragt bevorzugt 0,1 mS/cm bis 40mS/cm, 
insbesondere 0,1 bis 10 mS/cm. 

Bevorzugt ist auch ein Verfahren bei dem die Leitfahigkeit der Diluatlosung wahxend 
der Trennung abgesenkt wird. 

Vorteilhaft ist weiterhin ein Verfahren, dadurch gekennzeichnet, dass die Diluatlo- 
sung im Anschluss an die Trennung aufkonzentriert wird, insbesondere durch Kom- 
bination mit einer Fliissigpermeation, wie zum Beispiel Mikrofiltration, Ultrafiltra- 
tion, Nanofiltration oder Umkehrosmose, und dem Diluatraum wieder zugefuhrt 
wird. 

Dem Verfahren zuganglich sind insbesondere eine oder mehrere der folgenden Sub- 
stanzen: Proteine, Peptide, DNA, RNA, Oligonucleotide, Oligo- und Polysaccharide, 
Viren, Vifenbestandteile, Zellen, Zellenbestandteile, Enantiomere und Diastereo- 
mere. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist eine Vorrichtung zur Membranelektrophorese 
mindestens umfassend eine wenigstens vierteilige Trennkammer, die mindestens 
einen Diluatraum, einen Konzentratraum, sowie einen Kathodenraum und einen 
Anodenraum mit Elektroden als Anode bzw. Kathode aufweist, wobei die einzelnen 
Raume durch porose Membranen, insbesondere durch Ultra- oder Mikrofiltrations- 
membranen voneinander getrennt sind, Zuleitungen und Ableitungen fur das Diluat, 
Zuleitungen und Ableitungen fiir das Konzentrat, ggf. Zuleitungen und Ableitungen 
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fur die ElektrodenspuUosung sowie einer Einrichtung zur Dnickregelung, mittels der 
zwischen Diluatraum und Konzentratraum eine Druckdifferenz insbesondere von 
mindestens 3 kPa erzeugbar ist. 

Bevorzugt ist die Trennkammer in mehrere Diluatraume und Konzentrat- 
raume unterteilt. 

Zwischen Anodenraum und Kathodenraum sind bevorzugt altemierend mehrere 
Diluatraume und Konzentratraume angeordnet, die durch porose Restriktionsmem- 
branen bzw. Separationsmembranen voneinander getrennt sind und die bevorzugt 
parallel und/oder in Reihe geschaltet sind. 

Bevorzugt ist weiter eine Vorrichtung, in der Zuleitungen und Ableitungen fur das 
Diluat in einem Diluatkreislauf, Zuleitungen und Ableitungen fiir das Konzentrat in 
einem Konzentratkreislauf, ggf. Zuleitungen und Ableitimgen fur die Elektrodenspiil- 
losung in einem Elektrodenspulungskreislauf angeordnet sind. 

Bevorzugt ist ebenfalls eine Vorrichtung, die einen Diluatkreislauf, Konzentratkreis- 
lauf und Elektrodenspulungskreislauf aufweist und insbesondere Warmetauscher in 
einzelnen oder alien dieser Kreislaufe aufweist. 

Der Elektrodenspulungskreislauf ist in einer bevorzugten Variante durch einen ge- 
trennten Anodenspulkreislauf xmd Kathodenspiilkreislauf gebildet. 

Der elektroosmotische Fluss karm durch Druckiiberlagerung in einzelnen druckdich- 
ten VorlagegefaBen kompensiert werden. Die Druckdifferenz kann einige kPa bis 
einige 100 kPa betragen. 

Die Druckuberlagerung kann ebenfalls durch die Regelung der Pumpendrlicke oder 
der Pumpen-Volumenstrome aufgebaut werden. 
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Altemativ kann eine indirekte Regelung erfolgen, indem die Volnmenflusse an Ein- 
und Auslassen des Membranelektrophorese-Moduls auf identische Werte geregelt 
werden. 

Die yorrichtung eignet sich zur Aufreinigung geloster oder disperser Substanzen in 
wassrigem Medium. Anwendungsbeispiele sind die Reinigung von Prbteinen, Pepti- 
den, DNA, RNA, Oligonucleotiden, Viren, Zellen sowie chiraler Molekiile. 

Besonders geeignet ist die Methode zur Aufreinigung von Proteinen, Peptiden, Oli- 
gonukleotiden und Viruspartikeln. 

Gegenstand der Erfindung ist daher auch die Verwendung der erfindungsgemaBen 
Vorrichtung zur Reinigung von Proteinen, Peptiden, DMA, RNA, Oligonucleotiden, 
Viren, Zellen oder chiralen Molekvilen. 

Die Erfindung kann sowohl im Batch-Betrieb als auch bei kontinuierlichem Betrieb 
angewendet werden. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand der Figuren durch die Beispiele, welche 
jedoch keine Beschrankung der Erfindung darstellen, naher erlautert. 

Es zeigen: 

Fig. 1 das Schema einer Membranelektrophorese-Anlage mit Einrichtung zur 

Druckiiberlagerung 

Fig. 2 ein Schema eines Membranelektrophorese-Moduls (Vierer-Stack) 
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Beispiele 

Die bei den nachfolgend beschriebetlen Beispielen verwendete Anlage (Figur 1) be- 
steht aus je einem temperierbaren Vorlagebehalter fur Diluat 1, Konzentrat 2 und 
Elektrodenpuffer 3. Die Losungen werden mittels Pumpen 4, 5, 6 iiber Vorlauflei- 
tungen 22, 24, 26 und Riicklaufleitungen 23, 25, 27 rezirkuliert und durchstromen ein 
Elektrophoresetrennmodul 7. Die Druckiiberlagerung im Gasraum des Diluat- und 
des Konzentrat-Behalters mit Stickstoff aus den Leitungen 12, 13 erfolgt mittels 
Nachdruckregler 8, 9. Die Nachdruckregler werden wiederum iiber FuUstandssonden 
10, 11 geregelt. 

Die Membranelektrophorese-Anlage enthalt ein Modul 7a (vergleiche Fig. 2) mit 
jeweils vier parallelen Diluatraumen 16a und Konzentratraumen 17a-d. Die Diluat- 
16 und Konzentratraume 17 werden uber Fliissigkeitsverteiler 28, 29 parallel ange- 
stromt und durch Restriktionsmembranen 14 und Separationsmembranen 15 be- 
grenzt. Diluat- und Konzentratraume konnen hier nicht gezeigte Gittemetze oder 
Gewebe enthalten, die als Abstandhalter zwischen den Membranen und als Stro- 
mungsbrecher fungieren. Die Elektrodenraume 18, 21 werden parallel angestromt 
und durch Restriktionsmembranen 14 begrenzt. Uber Elektroden 19, 20 wird ein 
elektrisches Feld aufgebaut. Das elektrische Feld karm wie in Figur 2 eingezeichnet 
Oder auch entgegengesetzt aufgebaut werden. 

Beispiel 1: 

Die in Figur 1 gezeigte Anlage sowie das in Figur 2 skizzierte Modul 7a wurden zur 
Trennung von humanem Serumalbumin (HSA) und humanem Immunoglobulin G 
(IgG) eingesetzt. Bei dem Modul 7a handelte es sich um ein modiflziertes Elektro- 
dialysemodul der Firma Goema mit einer effektiven Membranflache von 36 cm^ pro 
Membranlage. 
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Es wurde ein HEPES/Imidazol-Puffer verwendet (ca. 40 mM HEPES/15 mM Imida- 
zol, pH 7). Die Vorlagen fur KonzentratlQsung 2 und Elektrodenspiillosung 3 wurden 
mit jeweils 1000 mL Pufferlosung befUUt. Die Diluat-Vorlage wurde mit 400 mL im 
Puffer gelostem HSA mit einer Konzentration von 38 g/L sowie IgG in einer Kon- 
zentration von 4,5 g/L befiillt. 

Restriktionsmembranen 14 mit einer nominalen Trenngrenze von 10 kDa sowie Se- 
parationsmembranen 15 mit einer nominalen Trenngrenze von 300 kDa wurden mit 
Standard-Spacem der Firma Goema zu einem Vierfach- Stack zusammengefugt. Bei 
den verwendeten Membranen handelte es sich um PES-Ultrafiltrationsmembranen 
der Firma Sartorius. 

Der Versuch wurde bei einer Stromdichte von etwa 45 A/m^ durchgefuhrt, wobei an 
die diluatseitige Elektrode 20 ein negatives Potential angelegt wurde. Die Volumen- 
strome im Diluat- und Konzentratkreislauf betrugen jeweils 320 mL/min, der 
Volimienstrom im Elektrodenkreislauf 700 mL/min. Die Proteinkonzentrationen 
wurden durch HPLC-Analytik bestimmt. 

Folgende Versuche wurden durchgefuhrt: 

la) Elektrophorese mit Kompensation des elektroosmotischen Flusses durch Re- 
geliing des Fiillstands der Diluatvorlage mittels Druckbeaufschlagung 

lb) Elektrophorese ohne Kompensation des elektroosmotischen Flusses 

Tabelle 1 enthalt Versuchsparameter und Konzentrationsverlaufe des Versuchs la, 
Tabelle 2 die Daten des Versuchs lb. Versuch lb musste nach 180 Minuten abge- 
brochen werden, da die Diluatvorlage voUgelaufen war. 

Die Abnahme der Albumin-Konzentration im Diluat ist konzentrationsabhangig und 
folgt einer Kinetik erster Ordnung der Form: 
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dt A 

mit c: Albumin-Konzentration im Diluat [g/L] 

t: . Zeit [h] 

V: Volumen Diluat " [L] 

A; . Effektive Flache der Separationsmembranen [m^] 

k: Geschwindigkeitskonstante [L/(h m^)] 

Durch Integration und Auflosung nach dem Restanteil erhalt man: 
C V 



Co A 



= -k.t 

mit c/cq: Restanteil [-] 



Beriicksichtigt man, dass das Diluat- Volumen nicht imbedingt konstant bleibt, so 
kann man durch Einsetzen der Proteinmassen anstelle der Konzentrationen eine ef- 
fektive Geschwindigkeitskonstante berechnen: 
m V 



0 



(Tin A 



mit m: Albumin-Masse im Diluat [g] 

mo: Albumin-Masse im Diluat zu Versuchsbeginn [g] 

m/mo: massenbezogener Restanteil [-] 

keff: effektive Geschwindigkeitskonstante [L/(h m^)] 

Fiir die Abreicherung von Serumalbumin ergeben sich nach 180 Minuten massenbe- 
zogene Restanteile von 0,45 (Versuch la) beziehungsweise 0,64 (Versuch lb). Setzt 
man diese in die oben beschriebene Formel ein, so ergibt sich fur Beispiel la im Ver- 
gleich zu Beispiel lb eine l,8fache effektive Geschwindigkeitskonstante. Die Ab- 
reicherung erfolgt bei Druckkompensation also annahemd doppelt so schnell. 
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Die Selektivitat der Abreicherung berechnet sich wie folgt: 

^^^^ ln[m/mo(HSA)] 
In [m/nrio (IgG)] 

mit \\f: Selektivitat [-] 

m/mo (HS A): massenbezogener Restanteil des HSA im Diluat [-] 

m/mo (IgG): massenbezogener Restanteil des IgG im Diluat [-] 

tiber den gesamten Verlauf von Versuch la ergibt sich eine Selektivitat von 8,8, 
wahrend bei Versuch lb lediglich eine Selektivitat von 3,8 erzielt v^erden konnte. 

Beispiel 2: 

Die in Figur 1 gezeigte Anlage sowie das in Figur 2 skizzierte Modul 7a wurden fiir 
die Trennung von humanem Serumalbumin und Hamoglobin eingesetzt. Bei dem 
Modul 7a handelte es sich um ein modifiziertes Elektrodialysemodul der Firma 
Goema mit einer effektiven Membranflache von 36 cm^ pro Membranlage. 

Es wurde ein 50 millimblarer MES/Histidin-Puffer verwendet (ca. 15 mM 
MES/35 mM Histidiri, pH 6,5). Die Vorlagen fur Konzentratlosung 2 und Elektro- 
denspiillosung 3 wurden mit 1 L beziehungsweise 800 mL Pufferlosung befullt. Die 
Diluat- Vorlage 1 enthielt die beiden im Puffer gelosten Proteine mit Massenkon- 
zentrationen von 4,5 g/L humanem Serumalbumin und 0,85 g/L Hamoglobin. Das 
Volumen der Diluat-Fliissigkeit betrug 400 mL und wurde wahrend des Versuchs 
mittels Druckiiberlagerung konstant gehalten. 

Restriktionsmembranen 14 mit einer nominalen Trenngrenze von 10 kDa sowie SjB- 
parationsmembranen 15 mit einer nominalen Trenngrenze von 300 kDa wurden mit 
Standard-Spacem der Firma Goema zu einem Vierfach-Stack zusammengefiigt. Bei 
den verwendeten Membranen handelte es sich um PES-Ultrafiltrationsmembranen 
der Firma Sartorius. 
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Der Versuch wurde bei einer Stromdichte von 45 AJm^ durchgefiihrt, wobei an die 
diluatseitige Elektrode 20 ein negatives Potential angelegt wurde. Die Volumen- 
strome im Diluat- und Konzentratkreislauf betragen jeweils 160 mL/min, der 
Volumenstrom im Elektrodenkreislauf 770 mL/min. Die Proteinkonzentrationen 
wurden durch HPLC-Analytik bestimmt. Die Fiillstande in den VorlagegefaBen 
wurden durch eine konzentratseitige Druckregelung konstant gehalten. 

Nach 3 h wurde eine 92 %ige Abreicherung des humanen Serumalbumins im Diluat 
bei 83 % Hamoglobin-Ausbeute im Diluat erzielt. Der Versuchsverlauf ist in Tabelle 
3 abgebildet. 

Tabelle 1 : Ergebnisse HSA/IgG-Trennung (Beispiel la). . 



Zeit/min Gasdruck / kPa Volumen/mL Stromdichte/ m(HSA)/g m(IgG)/g 





(Diluatraum) 


(Diluat) 


A/m^ 


(Diluat) 


(Diluat) 


0 


0 


439 


45 


14,3 


1.6 


30 


0 


451 


47 


12,5 


1.6 


60 


9 


451 


47 - 


10,9 


1,5 


90 


14 


462 


45 


. 10,0 


1.5 


120 


15 


462 


45 


8,6 


1.4 


150 


18 


466 


42 


7,5 


1.3 


180 


20 


474 


50 


6,5 


1,3 


210 


21 


474 


45 


5,7 


1.3 


240 


20 


474 


45 


4,9 


1.3 


270 


,23 


482 


42 


4.2 


1.3 


300 


24 


466 


45 


3,3 


1.4 


330 


21 


474 


42 


2,7 


1.3 


360 


22 


462 


42 


2,4 


1,3 
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Tabelle 2: Ergebnisse HS A/IgG-Trennung (Beispiel lb). 



Zeit / Gasdruck / kPa Volumen / mL Stromdichte / m (HSA) / g m (IgG) / g 

min (Diluatraum) (Diluat) A/m^ (Diluat) (Diluat) 

0 0 423 45 13,8 1,8 

30 0 470 42 12,9 1,6 

60 0 520 45 11,5 1,3 

90 0 602 40 10^2 1,5 

120 0 684 42 9,3 1,2 

150 0 750 42 9,7 1,7 

180 .0 820 42 8,8 1,6 

Tabelle 3 : Ergebnisse HSA/Hamoglobin-Trennimg (Beispiel 2) 

Zeit / Gasdruck / kPa Volumen / mL Stromdichte / m (HSA) / g ^ m (Ham) / g 

min (Diluatraum) (Diluat) A/m^ (Diluat) (Diluat) 

0 0 420 45 . " 1,85 0,35 

30 4 420 45 1,29 0,34 

60 6 420 47 0,79 0,32 

90 3 420 45 0,48 0,31 

120 5 420 45 0,30 0,30 

150 3 420 45 0,20 0,29 

180 7 420 ' ' 42 0,14 0,29 
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Patentansprtiche 

1. Verfahren zur Membranelektrophorese von gelosten pder dispergierten Sub- 
stanzen in elektrolythaltiger Losung unter Verwendxing einer mindestens vier- 
teiligen Trennkammer (7), die mindestens je einen Diluatraum (16), einen 
Konzentratraum (17), sowie einen Kathodenraum (18) und einen Anoden- 
raum (21) mit Elektroden als Anode (19) bzw. Kathode (20) aufweist, wobei 
die einzelnen Raume durch porose Membranen, insbesondere Ultra- oder 
Mikrofiltrationsmembranen (14, 15) voneinander getrennt sind und die 
Elektroden (19, 20) von Elektrodensptillosung umspult werden und das Diluat 
kontinuierlich durch den Diluatraum (16), bzw. das Konzentrat kontinuierlich 
durch den Konzentratraum (17) gefuhrt werden, dadurch gekennzeichnet, dass 
mindestens eine im Diluat geloste oder dispergierte Substanz mittels eines 
zwischen Anode (19) und Kathode (20) angelegten elektrischen Feldes 
elektrophoretisch vom Diluatraum (16) zum Konzentratraum (17) iiberfuhrt 
wird, wobei zwischen dem Diluatraum (16) und dem Konzentratraum (17) 
eine Druckdifferenz von mindestens 3 kPa eingestellt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Druckdifferenz 
zwischen Diluatraum (16) und Konzentratzone so eingestellt wird, dass ein 
Flussigkeitsstrom durch die Separationsmembran (15), die Konzentrat- 
raum (17) und Diluatraum (16) voneinander trennt, im Wesentlichen unter- 
bundenwird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass das Ver- 
fahren in einer Trennkammer (7a) durchgefuhrt wird, die aus jeweils mehre- 
ren Diluatraumen (16a, 16b,...) und Konzentratraumen (17a, 17b) besteht, 
wobei die Diluatraume (16a, 16b,...) und Konzentratraume (17a, 17b....) 
zwischen Anodenraum (21) und Kathodenraum (18) altemierend angeordnet 
sind, die durch Ultra- und/oder Mikrofiltrations-Membranen (14a, 15 a) von- 
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einander getrennt sind und parallel und/oder in Reihe verbunden betrieben 
werden. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
5 net, dass Diluatflussigkeit, Konzentratfliissigkeit und ElektrodenspiillOsung 

Oder einzelne dieser Losungen unabhangig voneinander temperiert, bevorzugt 
gekiihlt werden. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
10 net, dass die Membranen eine PorengroBe von 1 bis 1000 nm aufweisen. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Membranen 
auf einem der folgenden Werkstoffe basieren: Celluloseester, Polyacrylnitril, 
Polyamid, Polyether, Polyethersulfon, Polypropylen, Polysulfon, Poljrvinyl- 

15 alkohol, Polyvinylidenfluorid, oder Aluminiumoxid, Siliciumoxid, Titanoxid, 

Zirkonoxid sowie Mischkeramiken aus den oben genannten Oxiden. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, dass Anodenraum (21) und Kathodenraum (18) unabhangig voneinander 

20 mit Elektrodenspiillosung durchspiilt werden. 

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeich- 
net, dass die fur die Diluatlosung, die Konzentratlosung und Elektrodenspiil- 
losung verwendeten Elektrolyte eine Kombination aus schwachen Sauren imd 

25 schwachen Basen, schwachen Sauren und starken Basen oder starken Sauren 

und schwachen Basen enthalten. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Elektrolyte 
eine oder mehrere der folgenden Verbindungen enthalten: Borsaure, Phos- 

30 phorsaure, N-2-(Acetamido)-2-aminoethansulfonsaure, N-2-(Acetamido)imi- 

nodiessigsaure, Alanin, 2-Ainino-2-methyl-l,3-propandiol, Ammoniak, N,N- 
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Bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethansulfonsavire, N,N-Bis(2-hydroxyethyl)gly- 
cin, 2,2-Bis(hydroxyethyl)-iininotris(hydroxymethyl)methan, 2-(Cyclohe- 
xylamino)ethansulfonsaure, Essigsaure, Glycin, Glycylglycin, . 2-[4-(2- 
Hydroxyethyl) 1 -piperazinyl]ethansulfonsaure, 3-[4-(2-Hydroxyethyl) 1 -pipe- 
razinyl]propansulfonsaure, Histidin, Imidazol, Milchsaure, 2-Morpholino- 
ethansulfonsaure, 2-Morpholinopropansulfonsaure, Piperazin-1 ,4-bis(2-ethan- 
sulfonsaure), N-[Tris(hydroxymethyl)-methyl]-2-aininoethansulfonsaure, N- 
[Tris(hydroxymethyl)-methyl]glycin, Triethanolamin, Tris(hydroxy- 
niethyl)aniinomethan, Zitronensaure. 

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Stromdichte bezogen auf die Membranflache 10 bis 1000 A/m^, 
bevorzugt 10 bis 250 A/m^ betragt. 



15 11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Leitfahigkeit der Diluatlosung 0,1 mS/cm bis 40 mS/cm, , 
bevorzugt 0,1 bis 10 mS/cm, betragt. 

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeich- 
20 net, dass die Leitfahigkeit der Diluatlosung wahrend der Trennimg abgesenkt 

wird. . ' 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Diluatlosung im Anschluss an die Trennung aufkonzentriert 

25 wird, insbesondere durch Kombination mit einer Fliissigpermeation, wie zum 

Beispiel Mikrofiltration, Ultrafiltration, Nanofiltration oder Umkehrosmose 
und dem Diluatraum (16) wieder zugeftihrt wird. 



30 



14. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, bei dem eine oder 
mehrere der folgenden Substanzen behandelt werden: Proteine, Peptide, 
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DNA, RNA, Oligonucleotide, Oligo- und Polysaccharide, Viren, Virenbe- 
standteile, Zellen, Zellenbestandteile, Enantiomere und Diastereomere. 

15. Vorrichtung zur Membranelektrophorese mindestens umfassend eine we- 
5 nigstens vierteilige Treiinkammer (7), die mindestens einen Diluatraum (16), 

einen Konzentratraum (17), sowie einen Kathodenraum (18) und einen Ano- 
denraum (21) mit Elektroden als Anode (19) bzw. Kathode (20) aiifweist, 
wobei die einzehien Raume (16, 17, 18, 21) durch porose Membranen (14, 
15), insbesondere durch Ultra- oder Mikrofiltrationsmembranen (14, 15) von- 

10 einander getrennt sind, Zuleitungen (22) und Ableitungen (23) fur das Diluat, 

Zuleitungen (24) und Ableitungen (25) fur das Konzentrat, ggf. Zuleitungen 
(26) und Ableitungen (27) fiir die ElektrodenspuUosung sowie eine Einrich- 
tung (8; 10) bzw. (9; 11) zur Druckregelung, mittels der zwischen Diluat- 
raum (16) und Konzentratraum (17) eine Druckdifferenz insbesondere von 

i5 mindestens 3 kPa erzeugbar ist. . 

16. Vorrichtung nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass die Trenn- 
kammer (7) in mehrere Diluatraume (16a, 16b) und Konzentratraume (17a, 
17b) unterteilt ist. 

20 

17. Vorrichtung nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass 
zwischen Anodenraum (21) und Kathodenraum (18) alternierend mehrere 
Diluatraume (16a, 16b) und Konzentratraume (17a, 17b) angeordnet sind, die 
durch porose Restriktionsmembranen (14a, 14b) bzw. Separationsmembranen 

25 (15a, 15b) voneinander getrennt sind und die bevorzugt parallel und/oder in 

Reihe geschaltet sind. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 17, dadurch gekennzeichnet, 
dass Zuleitungen (22) und Ableitungen (23) fur das Diluat in einem Diluat- 

30 kreislauf (1; 4; 22; 23), Zuleitungen (24) und Ableitungen (25) fiir das Kon- 

zentrat in einem Konzentratkreislauf (2; 5; 24; 25), ggf. Zuleitungen (26) und 



Le A 36 352 



- 19- 



Ableitungen (27) flir die ElektrodenspuUosung in einem Elektrodenspulungs- 
kreislauf (3; 6; 26; 27) angeordnet sind. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 18, dadurch gekennzeichnet, 
5 . dass sie einen Diluatkreislauf, Konzentratkreislauf imd Elektrodenspulungs- 

kreislauf aufweist und insbesondere Wamietauscher in einzebien oder alien 
dieser Kreislaufe aufweist. 

20. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 19, dadurch gekennzeichnet, 
^0 dass porcise Membranen mit einer PorengroBe von 1 bis 1000 nm vorgesehen 

sind. Diese sind bevorzugt aus organischen oder anorganischen Materialien 
oder einer Mischung aus beiden hergestellt.. 

21. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 15 bis 20, dadurch gekennzeichnet, 
15 dass die Membranen auf einem der Werkstoffe basieren ausgewahlt aus der 

Reihe: 

Cellule sees ter, Polyacrylnitril, Polyamid, Polyether, Polyethersulfon, Poly- 
propylen, Polysulfon, Polyvinylalkohol, Polyvinylidenfluorid, oder aus 
Aluminiumoxid, Siliciumoxid, Titanoxid, Zirkonoxid sowie Mischkeramiken 
20 aus den oben genannten Oxiden. 

22. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 18 bis 21, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Elektrodenspiilimgskreislauf durch einen getrennten Anodenspiil- 
kreislauf und Kathodenspulkreislauf gebildet ist: 

25 
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Vorrichtung and Verfahren zur praparativen Elektrophorese 

Z u s a m m e n f a s s u n g 

Es wird ein Verfahren und eine Vorrichtung zur Durchfuhrung der Membran- 
elektrophorese mittels Mikro- oder Ultrafiltrationsmembranen beschrieben. Dabei 
wird der elektroosmotische Fluss, der sich in den Membranporen ausbildet, durch 
Druckiiberlagerung reduziert oder kompensiert. Die Vorrichtung zur Membran- 
elektrophorese umfasst mindestens eine wenigstens vierteilige Trennkammer (7), die 
miridestens einen Diluatraum (16), einen Konzentratraum (17), sowie einen Katho- 
denraum (18) und einen Anodenraum (21) mit Elektroden als Anode (19) bzw. 
Kathode (20) aufweist, wobei die einzehien Raume (16, 17, 18, 21) durch porose 
Membranen (14, 15), insbesondere durch Ultra- oder Mikro filtrationsmembranen 
(14, 15) voneinander getrennt sind, Zuleitungen (22) und Ableitungen (23) fiir das 
Diluat, Zuleitungen (24) und Ableitungen (25) fur das Konzentrat, ggf. Zuleitungen 
(26) und Ableitungen (27) fiir die ElektrodenspuUosung sowie eine Einrichtung (8; 
10) bzw. (9; 11) zur Druckregelung, mittels der zwischen Diluatraum (16) und Kon- 
zentratraum (17) eine Druckdifferenz insbesondere von mindestens 3 kPa erzeugbar 
ist. 



(Fig. 1) 
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